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Summary: Lymphokinか activatedki1er ceIl (LAK cel) is induced from peripheral 
blood lymphocytes or splenocytes by coincubation with interleukin-2 (IL-2)， and macro-' 
phage is activated in vitro by MAF including interferonマetc. They have cytotoxic 
effects on various malignant ceIls nonspecificaIly. 
Recently， many reports have indicated that adoptive immunotherapy (AIT) using 
effector cel1s， especial1y LAK cel1， is effective for tumor bearing hosts， but reports 
concerning AIT combined with activated macrophage and LAK ceIl are few. 
In the current study， we investigated the synergistic cytotoxic effect on the X5563 
plasmacytoma of the combination of activated macrophage and LAK cel1 仕ommurme 
splenocytes. 
In vivo antitumor effect on tumor growth after AIT showed that the combination 
group of activated macrophage and LAK cel1 is most effectIve of aIl groups: activated 
macrophage group， LAK group and splenocyte group. Also， Winn assay showed the 
same. 
In vitro cytotoxic assay showed that the combination group is more effective than 
th巴 othergroups， but not significantly. 
In the mortality assay of metastatic models， the combination group showed the best 
survival rate. 
So， combination AIT using activated macrophage and LAK ceIl can be expected to 
exert synergistic cytotoxicity in vivo. 
(174) ιl 本 克 彦
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近年， Inter1eukin 2 (以下 IL-2)を用いて末梢血液中
リンパ球や牌細胞から誘導した Lymphokine酬Activated












胞より A慣 MO左いう 2種類の効果細胞を誘導し， AIT 
に利用することを考えた.
本研究ではマウスモデル系を用いて，マウス牌細胞か



























胞化し， H.a叫¥S' balanc巴dsalt solution (HBSS)で2
回洗浄した後，ファノレマシア社製 Co凹 anavarinA (Con 
A， Lot No. lB-30189)を 5μgfmlの濃度で加えた完全
培地で 5x106fmlの濃度に調節し， 37'C. 5%C02 の
条件下で48時間培養後に遠心分離し，細胞成分を除いた








の濃度に調整する. 37'C・5%CO2 の条件下 2時間シ
ャーレで培養し，浮遊している非付着性細胞を集め，武
田薬品工業 K.K.より提供を受けた TGP-3(reeombi帽
nant IL-2: rIL"2， Lot No. H-609回 036)を 5Ufmlの
濃度になるように加えた完全培地で72時間培養し， LAK
細胞を誘導した.
(2) A-MO: LAK細胞と同様にして得た C3HfHeN
マウスの牌細胞のうち付着性細胞を採集し，完全培地で
















C3H/HeNマウスの背部皮内に X5563を 2x 105/0.01 
ml接種し 3日目に A-Mゆを 4x 106/0.5 ml尾静脈
から移入し，さらに LAK細胞を A-Mゆ移入 2日後，
つまり腫湯接種5日自に 2x lO'jO.5 ml尾静脈から移入
した群を A-COMBGROUPとした.また，腫疹接種
3日自に N-Mりを 4x106/0.5 mI， 5日固に LAK細
胞を 2xlO'10.5ml移入した群を A-LAKGROUP， 3 
日目に A-M併を 4x 106/0.5 ml， 5日目に LYMを
2 x 10'10.5 ml移入した群を A圃 A-McbGROUP，腫場接








マウスの背部皮内に X55631 X 105を A困 Mcb2X 106お
よび LAK細胞1x 10'とともに混合し 0.1mlとして接
種した群を W-COMBGROUPとした.同様に X5563
1 X 105とNふ匂2X106および LAK細胞1x 10'を用いた














2 x 1 0' /0. 1 m 1 i. d •






C3H/HeNマウスの背部皮内に X5563を 2x 106/ 
0.1 ml接種し， 10日目に切除すると残存する転移巣の
ため切除後約3週間で死亡するの. この転移モデルに対
し，切除翌日に A-M併を 2x 10'10.5 ml，切除後3日目
Table 1. Using cells for tumor neutralizing assay 
Group Using cels 
もγ胴 COMB X5563 lx 105 
A目 Mcb 2x 106 
LAK cell lx 10' 
れんLAK X5563 1 X 105 
N-M件 2x 106 
LAK cell 1 x 10' 
れにA-Mゆ X5563 1 X 105 
A圃 Mゆ 2X 105 
LYM lx 107 
W幽 SPL X5563 1 X 105 
SPL 1. 2 X 107 
days 
内凶円 ψ LAK 
4xl0'/0.5ml i.v. 2xl0'/0.5ml i.v. 
days 
N開 Mo LAK 
4xl0‘/0.5ml .i. v. 2xl0'/0.5ml i.v. 
days 
内剛Mo LY阿




Fig. 1. Experimental design of in vivo antitumor assay. 
(176 ) 山
に LAK細胞を 1x 108/0.5 ml移入する群を M-COMB
GROUP，切除翌日に N-Mcbを 2x 107/0.5 ml，切除3
日自に LAK細胞を 1X 108/0.5 ml移入する群を M-
LAK GROUP，切除翌日に A-Mcbを 2x 107/0.5 ml， 
切除 3日目に LYMを 1x 108/0.5 mlを移入する群を
M幽A-McbGROUP，切除3日目に SPLを1.2X 108/0.5 
mlを移入する群を M-SPLGROUPとした.各群は











































細胞浮遊液 0.1mlに 0.1mlの5% sodi.um dodecyl 
sulfate (SDS)を加えて放射活性を測定した.
また， A酬 M件の抗腫蕩能は既報1)のごとく 12時間で検
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Fig.2. Antitumor effect on tumor growth after adoptive immunotherapy. 
( 177) 
GROUP と比べ 5日目以降有意に (Pく 0.005)腫揚の
増大を抑制し19日目には 5.2士0.9mm vs 11.6土0.9mm
であった. また， W-LAK GROUP .と比べ， 13日目に
は 3.3:¥::0.7mmvs 4.5士0.8mm (P<0.025)および15




0.005). また， VIんLAKGROUPはれんSPLGROUP 
と比べ 5日目以降有意に (P<O.OOS)腫療の増大を抑制
し19日目には 8.5:¥::0.8mm vs 11.6士0.9mmであり，










した結果， M-COMB GROUPは M-SFLGROUP 
と比べ19日目以降 (P<O.OOI)，M-LAK GROUPと比
べ24日目以降 (Pく0.05)，M-A・Mゆと比べ26日目以降





土S.D.，P<0.005). また， A-COMB GROUPは A嗣
LAK GROUPと比べ腫疹接種 9日目 (Pく 0.025)と13
日目 (Pく0.05) および 15日目以降 (Pく0.005)有意に
増大を抑制し19日目には 9.3土1.3mmvs 13.4:¥::0.7mm 
であり， A・A-MOGROUPと比べても 7日日以降 (P<
0.00耳)有意に抑制し， 19日自には 9..3土1.3mm vs 
14. 1土1.9mmであった. A聞LAKGROUPは A-SPL
GROUPと比べ，腫場接種 7日目には1.2:¥::0.2mmvs 
1.6士0.3mm (P<0.05) で 9日目から 13日目 (Pく
0.005)，および15日目 (Pく0.025)，17日目(11.3土1.1




た (1日目:P<0.05， 13日目から)5日日 :Pく 0.005，
























































































d a y s a f t e r i -D 0 C u 1 a t 0 n 
Fig.3. Tumor neutra1izing activity of activated or normaI murine splenocytes. 
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10 1 13 days 
/L 
/ノ
X5563 removaよ A-阿世 I-AK 
2 x 1 0'10. 1 m 1 i. d . 口 tumor 2 x 1 0'/0. 5 m 1 i. v. lxl0'/O.5ml i.v. 
10 11 13 days 
/よ
//  
X5563 removal N-阿世 LAK 





X5563 removal A-円世 LYM 
2xl0'/0.lml i.d. of .tumor 2 x 1 0"/0 . 5 m 1 i. v . 1 x 1 0'1 0 . 5 m 1 i. v . 
10 13 d.a y s 
/ζ 
//  
X5563 removal SPl 
2 x 1 0'1 0 . 1 m 1 i. d . of tumor 1.2xl0'/0.5ml i.v. 
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Fig.5. Survival rates of murine metastaticmodel after adoptive immunotherapy. 
4. in vitro殺腫湯能試験 は有意差が認められなかった.また， rIL・2の濃度につ
既報1)で述べたように LAK活性を誘導するために必 いては Fig.7に示すように LAK活性は濃度依存性に
要な培養時聞は Fig.6に示すように72時間までの培養 上昇し， 5 Ufml 以tでプラトーとなり有意差を認めな
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牌細胞より誘導した ActivatedMacrophageと Lymphokine- (179) 
Acti vated Killer CeIlとの併用による抗腫療効果について
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Fig.6. LAK activity of murine non-adherent sp1enocyte for duration of incubation. 
(IL-2 5 Ujm1) 
主主 EIT=100
。…山川町勺 ...0 E!T=SO 
3 10 20 
JL-2 concentrat on (U/ml) 
Fig.7. LAK activity of murine nmトadherentsp1enocyte for IL-2 concentration. 
(72 hrs incubation) 
rIL-2を 5Ujm1の濃度で， 72時間培養して誘導した. った. また， LAK単独に比較しても抗脹蕩能が高い傾






12時間培養とした.また， A-MqSと LAK細胞の併用 や進展度などによっては切除不能な場合がある.このよ




















dUl'ation of incubat 011 (11 1' 8)  























向・阿世， LAK 四円 ψ，LAK A-Mψ" LAK 
E/T= 5 25 E/T= 10 SO E/T= 20 ，100 





















牌細胞より誘導した ActivatedMacrophageと Lymphokine同 ( 181 ) 
Activated Kil1er Cel1との併用による抗腫療効果について
いなどの理由により LAK細胞という表現から LAK である.また， IL-2との培養期間は最低 2，3日必要
活性を有する細胞群といったほうが適当であるが)の誘 で 5，6日で抗腰湯能は最高となる.本研究において
導に成功して以来， この LAK細胞を用いた腫湯免疫 も， LAK活性の誘導は既報1)で述べたように時間とと




そこで，十分な量の効果細胞を用いるという点で牌を利 する.また， LAK活性誘導には IL々 が唯一かつ必須
用し，さらに A-MOと LAK細胞という 2種類の細胞 の lymphokineであると考えられている14).




LAK 細胞と A-l¥却を誘導しそれらの併用による AIT た16) その LAK細胞の臨床応用として Rose巾 erg
がそれぞれの効果細胞単独によるものより有効であるか ら17)は癌患者の LAK細胞と IL幽2の頻回補充投与に
どうかを検討するためマウスモデル系を用いた実験をお よる AITをおこなった.つまり，メラノーマ，大腸癒
こなった. などを含む肺転移を有する進行癌患者を対象に， LAK 
まず，効果細胞の供給源を考えた場合， リンパ球だけ 細胞および rIL-2の経静脈投与による治療をおこない，
なら末梢血液から Leukapheresisなどにより採取する 転移性腫蕩の著明な退縮を含む partialregression (PR) 




いることを考えた.一般的に牌細胞のうち非付着性細胞 amyl dipeptide: MDP)， BCGや Nocぽ diaおよびそ
はリンパ球系細胞，付着性細胞は MO系細胞であると の細胞骨格成分 (Cellwall skeleton: CWS)，連鎖、球菌
考えられている.著者らの経験では 8週齢の C3HjHeN などのグラム陽性球菌， きのこ類由来の多糖体 (PSK，
マウス(体重約 20g) 1匹の牌からは平均約1X 108の細 レンチナンなど)， Interferon (INF)誘起剤やウイルス
胞が得られ，そのうち約5/6が非付若性細胞，残り約1/6 などにより抗腫疹能が誘導され，これらの因子には直接
が付着性細胞であったことから LAK細胞と A-M併の M世を刺激して抗腫疹能を誘導することが知られてい
比はすベて 5 として実験系を組んだ. るわ. また， T cel1を PHAや ConA などの植物性
まず， リンパ球系細胞からはrIL-2を用いて抗腫湯 のレクチンで刺激することにより Tcel1から MAFが
能を有する LAK細胞を誘導した. IL-2は以前 Tcel1 産生され，この MAFを介しても M世に抗麗蕩能を誘
growth factor (TCGF) とも呼ばれ9)， MOもしくは 導できるの.今回， MAF活性を有する ConA刺激上
M件から産生される IL-lの存在下に植物性のレクチン 清液を含む培地で付着性牌細胞を培養し抗腫疹能を有す
(Phytohemagglutinin: PHA， Con A) なと守種々の活性 る A胴 MOを誘導した. この誘導した細胞は X5563を
化物質で Tcel1を刺激することにより産生される lym- 用いた invitro殺腫疹能試験でその活性を確認されて
phokineの lつで、ある.最近，ヒトリンパ球の IL-2遺 いる.その invitroにおける抗腫場能の誘導に要する
伝子を組換え DNA法を用いて大腸菌内で発現させる 培養時間
( 182) 山 本
も考えられている20). 以前，奥野ら21)はマウスモデル系





細胞と A-MO という 2種類の細胞を体外で誘導し， m
vivoおよび invitroで，その併用効果を検討したが，
in vitroにおいては LAK細胞および A-MOの併用に
よる相加・相乗効果は認められなかった.しかし， LAK 
細胞のみの cytotoxicityに比べて牌を用いる場合を考
























































以上より LAK細胞と A-Mゅの併用による AITは
生体内での相加・相乗効果が期待される.
和試験においては，腫湯が生着する前に各効果細胞が腫 稿を終えるにあたり，御指導，御校関を賜った奈良県
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